新鮮骨格筋の凍結縦断切片作製の一改良法 : 骨格筋線維の人工的収縮抑制法 by 高橋 暁 et al.
金沢大学十全医学会稚誌 第88巻 第 5号 617- 622(1979)
新鮮骨格筋の 凍結縦断切 片作製 の 一 改良法




(神経物性研究部門) (主任 : 中村俊雄教授)
鳥 越 甲 順
中 村 俊 雄
( 昭和54年 8月 23 日受付)
1938 年, Linderstrβ m T La ng
l卜2) ら に よ っ て クリ
オ ス タ ッ トが 創案さ れ て 以 来 . 短 時間 で 標本作製可能
なこ と , 酵素活性の 保存が良好 な こ と な どか ら . ク リ
オ ス タ ッ ト切片法 は組織学 や組織化学領域 で 広範 に 利
用さ れて き た . 特 に 骨 格筋 に つ い て は . 骨 格筋を構成
する個 々 の 筋線維の 酵素組織化学的樽性が , 筋 の 機能
に密 接な関 連が あ る こ と が知 られ , 現 在は . 筋線維型
の 分類や筋病理 学 に ク リ オ ス タ ッ ト切 片作製 は必 須の
もの と な っ て き て い る
3 州
. と こ ろで , ク リ オ ス タ ッ ト
切片作製 法 と し て . 一 般的 な方法 は , ま ず材料 を急 速
に凍結さ せ , そ の 材料 を ク リ オ ス タ ッ ト内(- 15
0c ～
-250c) で , 通常 5〃 か ら30〟 の 厚 さ に 切り , そ の 切
片を カ バ ー ガ ラ ス に 載 せ . 切片を載せ た反 対側か ら カ
バ ー ガ ラ ス に 指頭 を 当て て 切片を融解さ せ , 切片 を ガ
ラ ス に 付着さ せ た 後 , カ
●
バ ー ガ ラ ス と共 に 切片 を ク リ
オ ス タ ッ ト か ら取 り 出す方法で あ る . 新鮮骨 格筋 の 場
合, 境 断切片 に つ い て は , こ の よう な方法 で . は と ん
ど支障はな い が ∴縦断 切片の 場合は , 切片融解時に 起
こる筋線維の 収縮の ため . 筋線維に 断 裂 や ｢く び れ｣
などの 人 工 的変形 が 生ず る . こ の よ う な変形 は , 骨 格
筋の 組織学 的検索 の み なら ず , 病理学 的診 断 , 神経 筋
接合部の 検索や支配神経 の 終末分布の 追究に 著 しい 支
障を来し て い る .
われ わ れ は , 上記 の 支障を 寒天 溶液を 塗布 し た カ バ
ー ガラ ス を使用 す る こ とと , 40cで ホ ル マ リ ン 蒸 気 を
An im prov ed m ethodfo rt he preparatio n
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作用 させ る こ と に よ っ て 抑制す る簡便 な方法 を案出 し
た の で 報 告 す る .
材 料 と 方 法
材料 と して , dd N系 マ ウ ス前脛骨筋を用 い た . まず
緒言 で 述 べ た よ う な通常の ク リ オ ス タ ッ ト切片作製法
に より , 前脛骨 筋の 縦断 切片 を作製し , ヘ ム ア ラ ウ ム ○
エ オ ジ ン 染色 (以 下 ｢ H- E 染色｣ と略記) と ア セ チ
ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活性検出法(以下｢Acb E法｣と
略 記) を 施 して 鏡検 し . ク リ オ ス タ ッ ト 切片融解時 に
お け る収縮 に よ る筋 線維お よ び神経筋接合部 の 変形 を
観察し た . 次 ぎに そ れ らの 模本を 対照 とし , 模本作製
操作 の う ち , 凍給切片を カ バ ー グ ラ ス に 接着 させ る段
階と , 凍結切片を融解さ せ る段階の 2点に つ い て . 種
々 の 改善 を 試み . 筋緑綬の 変形 が最少 に な る条件を 調
べ た . そ の 結果 得 ら れた 至適操作法 を次 に記 載す る .
1, 材料の 凍結 と薄切
頚椎脱臼 に よ っ て 屠殺 した マ ウ ス か ら . 直 ち に 前脛
骨 筋 を , 起始か ら 停止の 全 長に わ た っ て 取 り 出し . 濾
紙 を敷 い た腎臓あ る い は肝臓片の 上に 載せ . そ の 上か
ら 0. C. T. Com po u nd 液(Lab- Tek ･ 三 共製) をか
け , 次い で , 濾紙 の 下面 に も 0. C. T. Co mpo u nd 液 を
塗 り , あ らか じめ ク リ オ ス タ ッ ト (サ ク ラ ･ コ ー ル ド
ト ー ム C M- 41 型)中で 冷し た金属製 ブ ロ ッ ク 台(-
35
0
c 以 下) 上に濾紙と 共に 材料を載せ る . ク ラ イ オ
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図 1 低 温で の ホ ル マ リ ン 蒸 気固定装置の 模式図
ン ｡ ス プ レ ー (日酸商事製)で 材料 を急速 に 凍結 さ せ .
30分間放置後 . - 20
0
c で 15〟 ま た は 30〃 ク リ オ ス タ
ッ ト 切片 を作製す る .
2, ク リ オ スタ ッ ト切片の カ バ ー ガラ ス へ の 付着
あ らか じ め . 65
0
c に 保 っ た 寒天 水溶液 を用 意 し , そ
れ に カ バ ー グラ ス を 瞬時浸 して か ら ,37
0
c で 1 晩乾燥
後, ク リ オ ス タ ッ ト 中で 冷や して お く .
こ の 寒天 塗布 の カ バ ー グラ ス で t 薄切さ れ て ミ ク ロ
ト ー ム の 刀上に 載 っ た 切片 を上か ら圧迫 し , カ バ ー ガ
ラ ス に切片 を付着 させ る .
3, ホ ル マ リ ン 蒸気中でのク リ オ ス タ ッ ト切片の 融
解
あ らか じ め , ホ ル マ リ ン 原液 (ホ ル ム ア ル デ ヒ ド含
量約 30%)を底 に 入 れ た ビ ー カ ー を ア イ ス ボ ッ ク ス で
冷 や して お き (図 1), カ バ ー グ ラ ス に 付着 さ せ た , な
お 凍結状態 に あ る切片を手早 く . こ の 中 に 移し て 蓋 を
し . 約1分間放置後 ∴取り出す .
4. 切片の 乾燥
取 り 出し た切片を ヘ ア ･ ド ラ イ ヤ ー で 室温 約 1分間
乾燥後 , 室温 で 保存す る .
5. 染色
i) ヘ ム ア ラ ウ ム ｡ エ オ ジ ン 染色 (H - E 染色)
切片を カル ノ ア液 (エ タ ノ ー ル 60 山, 氷 酢酸10 山 ,
ク ロ ロ ホ ル ム 30mり で 5 分間固定後 , 100% エ タ ノ ー
ル に 1分 間浸 して か ら蒸潜水 に移 す . 以 下 , 常法に 従
っ て H-E染色 を行な い , エ タ ノ ー ル 脱水- キ シ ロ ー
ル 透 徹- バ ル サ ム 封入 を す る .
ii) ア セ チ ル コ リ ン ｡ エ ス テ ラ ー ゼ 検 出法 (Ach E
法)
Ka r n o v sky ら
7)の 方法の 著者の 変法 に よ っ た . すな
わ ち ,3 0〟 ク リ オ ス タ ッ ト切片を 10% ホ ル マ リ ン 0.9
% 食塩 水溶液で 室温 30分 間固 定後 ,0 .9 %食塩 水で 1
分間 洗 源 し , 基質液〔1/7M ベ ロ ナ ー ル ｡ 酢酸 塩 緩衝液
(p85,5 ) 6.Omエ.0 .1M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 水溶液 0.5
mL, 30m M 硫 酸 銅水溶液 1.OmL. 5m M 赤血塩水溶 液
1.Omエ. 10
~ 5M D F P O.9 %食塩 水溶液 1.0 山, ホ ル マ
リ ン 0 .5 最, 沃 化 ア セ チ ル チ オ コ リン 5mg〕に 37
0
c lO
分間 浸潰 し∴ 蒸潜水 で 1分間水洗後 , ヘ ム ア ラ ウム で
1 分 間後染色し , エ タ ノ ー ル 脱水 , キ シ ロ ー ル 透徹後t
ェ ン テ ラ ン ( 和 光純薬)に 封 じた .
成 績
通 常 の ク リ オ ス タ ッ ト切片作製法に よ っ て 作製した
骨 格筋 の 横断像 (写真 1.2) は パ ラ フ ィ ン 切 片の 場合
に 比 して , 筋線 維の 収縮が少 な い ため , 隣接筋 線維間
に は , は とん ど隙間 が 認 め ら れ な い . ク リ オ ス タ ッ ト
切片 の 融解時 に 起る 筋線維収縮 に 基づ く 変形は , 横断
切片 で は , ほ とん ど見当 らな い ( 写真1,2) . 筋紡錘 を
構成す る筋線維 に も変形 は見ら れ な い (写真2 ).
写 真1,2 の 模本 と 同 じ方法で 作製 し た骨格筋 の縦断
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切片で は, 写 真3.4 の よ う に , 切片 の 融解時 に お こ る
筋線維の 収 縮の た め , 筋線維 に 断裂 や ｢ くびれ｣. 過収
縮などの 著し い 変形が 認 め られ る . 1 本の 筋線維 を 見
ても , 強く引伸 ば さ れ た 部位と 逆 に 強く収縮 した 部位
が認 め られ る (写 真 4 ). 従 っ て , 構紋 問距離 (筋節)
は. 部位に よ っ て 長短 さ ま ざま で , 著 し く不 均 一 で あ
る ( 写真4). ま た 筋線維 の 太さ も , 引伸 さ れ たと こ ろ
で は細く , 逆 に 収縮し た と こ ろで は太 く な っ て い る(写
真4.5 ). 強く 収縮し た 部位 で は . 筋線維 の 縦方向 に 長
軸を有し て い た楕円 形 の 核が 球形さ らに は , 横方向 に
長い楕円 形 を呈 して い る(写 真 4). Ach E法 で 神経筋
接合部を検出す ると . 写真 5の よう に , 筋線維の 断 裂
や変形 に 伴 っ て , そ の 位置 と形の 変化 が認 め られ る .
特に 強く収縮 した 筋線維 の 部分 に位置 す る神経接合部
で は, 神経 筋 接合部は縮小 し , 魔の 角状 を呈 す る内部
構造は識別 し に く い (写 真5). 逆に 強く伸展 され た 部
位で は , 神経筋接合部 も伸展 して い る .
今回 の 著者 の 改良法 で , 縦断 切片 を作製 し た結果を
写真6 ～ 8に 示 した . 断裂 や ｢く び れ｣ な どの 変形 は
ほと ん ど見 られ ず ( 写真6). 構紋問距離も筋線維の 太
さも ー 様 で , か つ , 核 の 変形 も 見 ら れ な い (写 真
7 ). AchE法標本で も , 神経筋 接合部 の 分布 と 構造
に , 変化は認 め られ ず , 魔 の 角状の 樹枝分岐 も明瞭に
認 められ る ( 写真 8).
考 察
新鮮骨格筋 の ク リ オ ス タ ッ ト切片 は , 正 常の み な ら
ず, 種 々 の 筋疾 患 , 神経性筋疾患の 検索 , 特 に 組織化
学的検索に 広く 用 い ら れ て い る引 . 一 般 に は . 横断 切片
が用 い ら れて い るが , 各筋 節内で グリ コ ー ゲ ン の よう
に分布差 の あ る もの の 検索 , 変性あ る い は再生筋 の 検
索 , 神経筋 接合部や支配神経 の 検索 に は ∴縦断切片が
必要に な っ て く る . し か し前述の よ う に , 通 常 の 方法
で は. 凍結切片融解時の 筋線維収縮に よ り , 著 し い 人
工的変形 が生 じ . 検索時 に 著し い 支障を 来し て い る .
その た め ∴ 縦断切片の み パ ラ フ ィ ン 包 埋 切片 を作製す
ると か
. 2 ～ 5〟 程度 の 薄い 切片を作製 し , 収縮が 進行
する前 に 迅速 に ヘ ア ･ ド ラ イ ヤ ーで 乾燥 す る な ど の 禰
縫策が 一 般に と ら れて い る . と こ ろが 神経筋接合部の
全体像 を観察す る場合の よ う に . 30J∠ 前後 の 厚 い 切 片
を必 要と す る場合が , しば し ばあ る . そ の よう な場合.
- 且固定 し た骨格筋か ら . 凍結切片を作 る方法が ある
脚 . biopsy 材料 の よう な ごく 限 ら れ た 量 の 材料で
は, 材料を 一 且固定す ると 多目的 の 検索 に 支障を来 し
てく る ,
ま た , 一 旦 固定 し た材料は , 凍結時 に 水晶が 出来易
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く . か っ 薄 切 した 切片 を カ′ヾ - グラ ス に 付着さ せ る こ
と も む つ か しく な り t い きお い 操作の 困難 な浮遊法に
よ る染色 を行 なわ ね ば な らな い .
凍結切片融解時の 筋線絶の 収縮 貴顕徴鏡下 で 観察す
ると , 早く ガ ラ ス に 付着 した 部分が支点と な っ て 筋線
継が収縮 し .2支点間で 筋線維が引張られ . しば しば 途
中で 断 裂 す る . そ れ で A da m sto n eら8Jの 推奨 した よう
な , 凍結切片を凍 っ た ま ま t 直接, 固定液 に 投ず る方
法を用 い る と . 切片 は全体と し て 収縮 し, 筋線絶の 断
裂 は 防げ る . こ の 方法だ と. 切片 は固定液中 に 浮遊 し
て い る の で , 以 後染色操作 は著しく 困難に なり . 連続
切片の 作製 な ど は不可 能 に 近い .
上述 の 諸点を 考慮 し て . ま ず 凍結切片を凍 らせ た ま
ま で t カ バ ー グ ラ ス に 付着さ せ る方法を検討 した . 凍
結切片 に 暖 か い カ バ ー グ ラ ス を接着さ せ ると , 切片 は
ガ ラ ス に 容易 に 付着す るが t - 200c に 冷や した カ ′ヾ -
グ ラ ス で は切片 は付着 して 来な い . Su z ukilOlが 報 告
し た gelatin 塗 布 ガラ ス を用い て も , - 20Oc で は 切片
を 付着 さ せ る こ と はで き なか っ た . カ バ ー ダ ラ すに セ
ロ イ ジ ン
, ア ラ ビヤ ゴ ム な ど10数種の 塗布を 試み , 低
温 で の 切片 で 接着効果 を調 べ た結果 , 0.3 %寒天 溶 液
を 塗布 し た もの が . 最 も接着効果が あ っ たの で . こ れ
を 用 い た .
次 ぎに . 凍結状態の ま ま切片 を固定す る こ と を 考え .
最 初に-200c で ホ ル マ リ ン 蒸気固定を試 みた が .固定
中に 筋線維 の 乾燥に よ る人工産物が生 じ たの で , 前述
の よ う に 4
0
c で 1 分間, ､ホ ル マ リ ン 蒸気 中で , 切片を ,
ゆ っ く り融解さ せ , 固 定 と同時に , 切片を ガ ラ ス に 密
着さ せ た . こ の 方法 で 作製し た切片が カ バ ー ガ ラ ス か
ら別離す る こ と はなく ,連続切片 も容易 に 作製で き た .
今 臥 報告 した新鮮骨格筋 の 凍結縦断切片作製に つ
い て の 改良法 は . 特殊 な試薬や装置を 必要 とせ ず . 至
っ て 簡単 な方法な の で , 骨格筋の 縦断凍結切片を 必 要
と す る検索 に 広く応用 で き る と 考え られ る . ま た こ の
方法 は 一alkalin epho sphata s eな ど ホ ル マ リ ン 蒸気
固 定 で , あま り 活性 に 影響の な い 酵素の 組織化学的検
索 や コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活性検出法を 用 い る神経筋接
合部の 研 究 川 な どに も有用 で あ ろう .
結 論
新鮮骨格筋 の 凍結縦断切片作製中 に 出現 す る 筋線維
の 人 工 的収縮 を抑制す る方法を考案し た . こ の 方法 の
要点 は, ク リ オ ス タ ッ ト切片を . 融解さ せず に . 冷や
し た寒天 塗 布 カ バ ー グ ラ ス に 付着さ せ , 次 い で 4
0
c に
冷 や し た ホ ル マ リ ン 蒸気中で 1 分間切片を固定と同時
に 融解 す る点 に あ る .
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こ の 方法 に よ っ て , 凍結切片融解時に お こ る . 筋線
維の 収縮に 基づ く , 断裂 ,く び れ な どの 変形や . 随伴 し
ておこ る神経筋接合部の 変形 は , は と ん ど抑制され る .
こ の 方法 は . 至 っ て 簡単 で . 正常お よび病的骨格筋
の 縦断切片の 姐紙学的な ら び に 組織化学的検索に 広 く
応用 で き るで あ ろ う . ま た , コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活性
検出法を用 い る神経筋接合部の 研 究 に も 有 用 で あ ろ
う .
稀を終 る に 臨み, 本研究 に 有益 な御助言 を賜 わ っ た 一
本学解剖学教 室本陣良平教授 に 謝意 を表 しま す｡
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写 真 説 明
H - E : ヘ ム ア ラ ウ ム ･ エ オ ジ ン 染色 . Ach E:
ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ検出法 .
写 真 1. 新鮮骨 格筋の 凍結横断切片 . 常法 に よる .
15仏 H
- E. × 100.
写 真 2. 新鮮前脛骨筋の 凍結横断切片 . 矢 印は筋紡
錘 を示 す . 常法 に よ る . 15佑 H - E . × 400.
写 真3. 新鮮骨 格筋の 凍結縦断切片 . 常法に よ る .
筋線 維に ｢ く び れ｣(上向き矢印)や 過 収縮(下向
き矢印). さ らに 筋 線維 の 断裂 が認 め ら れ る .
15′∠ ,H
- E . × 100.
写 真 4. 写 真3 の 拡大像. 上向き の 矢印 は, 筋線維
が 強 く 引伸 ば さ れ て 細く な っ た部位を 下向きの 矢
印は . 過 収縮部の 筋線維 の 核 を示す . こ の 核 は.
縦方 向に 長 い 本来の 核が 著 し く 変形 し て い る .
15′上. H - E . × 40 .
写 真 5. 新鮮骨格筋 の 凍結縦断切片 . 常法 に よる ,
神経筋 接合部も筋線維 の 変形 に 随伴 し て 形 を 変
え . 強く 収縮 して い る部 に 存在す る神経筋接合部
( 矢 印)は著 し く 縮′卜し て い る . 30〟 , AchE･
× 100.
写 真6. 新鮮骨 格筋の 凍結縦断 切片 . 著者の 改良法
に よ る . 筋 線維 の 変形 は , は と ん ど認 め られ な い .
15〟 月 - E . × 100.
写真7. 写 真6 の 拡大像 ∴槙紋間距離 は均 一 で (下
向 き矢印), 筋線推 の 核 は , 縦 に 長い 楕 円形を 呈 し
て い ろ (上向き矢印). 15/∠ ,H - E . × 400.
写 真 8. 新鮮骨 格筋の 凍結縦断切片 . 著者の 改良法
に よ る . 矢印 で 神経筋接合部を示す . 筋 線維 なら
び に 神経筋接合部 に ほと ん ど 変形 は 認 め ら れ な
い . 30FL .AchE. × 100.
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An Impr o v ed Method fo rthe Prepa r atio n of Fr oz e nLo ngitudinal Sectio ns of
t he Fr esh S keletal Mus cle - T he Pro c edur e of Inhibiting Artificial Co ntr a ctio n
in S keletal M二us cleT A k ir a Takaha shi, Koju n Torigog
*




rtm e nt of An atom㌔& Departm e nt of Biophysic芸ごN e u r o-Tnfo r matio n Re sear ch Institute,
Scho ol of Med icin e, Ka n a z a w aUnive rslty, Ka n a z a w a, 92 0, Japa n･ J･ Ju zen M ed･
Soc . , 88, 6 1 7- 6 22(1 9 79).
A bstra ct A m ethod fo r obtain ing fro z e nlo ngitudin al se ctio n sof t he fresh skeletal m u s cle
Witho ut c o ntr a ctio n a rtifa cts w a sdesc ribed
. The esse ntial fe atu r e of the m ethod in voIv esthe
m o u nting of the fr o z e n s e ctio n s o n ch nled c o v e rslips pre vio u sly c o ated withagarin orderto
Pr e V e nt SeCtio n sfr o mtha wing, a nd the sim ultan eo u sfixing a nd tha wing of thefro z en s e ctio n sin
fo r m aldehyde v apo u r at 4
0
c fo r o n e min ute .
By this m ethod,the da m age s of m u s cle fibe r s s u ch aste a rlng a nd c o n strictio n, a nd als othe
defo r m atio n ofn e u ro m u s clula rju n ctio ns w e r efu11yinhibited.
As t he pr o c edu r eis simple and e a sy, this m ethod is c o nsidered widely applic able to histolo
-
gic al a nd histo che mic al investigatio ns of the lo ngitud inal se ctio ns of the skeletal m u scle fibe rs
take nfr o mthe n o r m al s w ella spathologic al subje cts . T his m et hod m ay als obe u s efu 1 fo rt he
Study of t he n e u ro m u s c ula rj n ctio n c o mb ined with t he cholin e ste r as etechniqu e.
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